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近 年 、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 急 速 な 進 展 に 伴 い 疾 患 に 関 与 す る 遺 伝 情 報 が
次 々 に 明 ら か と さ れ 、 従 来 の レ デ ィ メ イ ド 医 療 (薬 物 治 療 )か ら 患 者 の 体 質 や
年 齢 な ど に 合 わ せ た テ ー ラ ー メ イ ド 医 療 が 望 ま れ る 時 代 に な っ て き た 。 と り
わ け 、 治 療 方 法 が 現 存 し な い 遺 伝 病 な ど に 対 す る 革 新 的 な 治 療 法 と し て 遺 伝
子 治 療 に 期 待 が 集 ま っ て い る 。 こ れ ま で 、 治 療 用 遺 伝 子 の 細 胞 導 入 に 用 い ら
れ て き た ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 安 全 面 な ど の 理 由 か ら 現 在 で は 非 ウ ィ ル ス ベ
ク タ ー (運 搬 体 )に 転 換 が 計 ら れ つ つ あ り 、 高 い 遺 伝 子 発 現 効 率 か つ 低 毒 性 の
非 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が 求 め ら れ て い る 。 ま た 遺 伝 子 導 入 の み な ら ず 、 酵 素 補
充 療 法 や 画 像 診 断 技 術 に 応 用 さ れ る 酵 素 や プ ロ ー ブ 用 抗 体 な ど の 生 体 高 分 子
を 高 効 率 に 標 的 細 胞 に 導 入 す る 技 術 は 近 年 そ の 役 割 が 増 大 し て い る 。  
こ の よ う な 背 景 の 下 、 申 請 者 は 二 分 子 膜 小 胞 体 (リ ポ ソ ー ム )を 利 用 し た 高
効 率 な 生 体 高 分 子 の 細 胞 内 運 搬 に 取 り 組 ん で い る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 血 中 投 与
可 能 な 薬 物 運 搬 体 と し て 既 に 臨 床 使 用 さ れ て い る 分 子 集 合 体 で あ り 、 ド ラ ッ
グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム ( D D S )に よ る 治 療 効 果 の 大 幅 な 改 善 の み な ら ず 、 副 作
用 の 軽 減 に よ る 「 生 活 の 質 ( Q O L )」 の 改 善 な ど に 大 き く 貢 献 し て い る 。 そ こ
で 申 請 者 は 、 所 属 研 究 室 が 中 心 と な っ て 開 発 し て き た 人 工 赤 血 球 の 構 成 成 分
と し て 用 い ら れ て い る ア ミ ノ 酸 型 脂 質 の 利 用 に 注 目 し 、 そ れ ら か ら 調 製 さ れ
る リ ポ ソ ー ム を 生 体 高 分 子 の 高 効 率 な 細 胞 導 入 法 に 用 い る こ と を 検 討 し て い
る 。 具 体 的 に は 、 細 胞 内 で の み 機 能 す る 薬 物 や 蛋 白 質 、 遺 伝 子 の 運 搬 を 目 的
と し て ア ミ ノ 酸 型 脂 質 を 合 成 し 、 そ の ア ミ ノ 酸 型 脂 質 か ら 成 る リ ポ ソ ー ム が
生 体 高 分 子 の 細 胞 内 動 態 に 関 与 す る 因 子 を 明 確 に し な が ら 、 細 胞 内 運 搬 を 効
率 化 す る リ ポ ソ ー ム を 最 適 化 し て い る 。 さ ら に 、 培 養 細 胞 へ の 生 体 高 分 子 の
細 胞 導 入 の み な ら ず 、 ガ ン や 感 染 症 な ど の 疾 病 治 療 に 有 効 な 全 身 性 の 薬 物 送
達 シ ス テ ム の 構 築 に も 発 展 さ せ て い る 。 本 論 文 で は 、 リ ポ ソ ー ム 構 成 成 分 で
あ る 合 成 機 能 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 か ら 成 る リ ポ ソ ー ム が 、 生 体 高 分 子 を 効 率 良
く 目 的 の 部 位 (細 胞 内 も 含 め た )に 送 達 で き る 新 し い 運 搬 体 を 提 案 し て い る 。
本 論 文 は 八 章 か ら 構 成 さ れ て お り 、各 章 の 概 要 と そ の 評 価 内 容 を 以 下 に 記 す 。 
第 一 章 は 、両 親 媒 性 分 子 か ら 成 る 分 子 集 合 体 の 物 理 化 学 的 な 性 質 を 記 述 し 、
分 子 集 合 体 の 形 成 と そ の i n  v i t ro ,  i n  v i v o 利 用 に 欠 か せ な い 特 性 に つ い て ま と
め て い る 。 さ ら に ナ ノ メ デ ィ シ ン の 概 論 と し て 、 ミ セ ル 、 高 分 子 微 粒 子 製 剤
な ど の 他 の D D S 製 剤 と リ ポ ソ ー ム の 特 徴 を 比 較 し な が ら 、本 論 文 の 位 置 づ け
を 明 確 に し て い る 。  
第 二 章 は 、 遺 伝 子 の 細 胞 内 運 搬 を 目 的 と し て 、 そ の 運 搬 体 と し て の 構 造 の
異 な る カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 の 合 成 と 分 子 集 合 形 態 に 関 す る 内 容 の 記 述
で あ る 。 両 親 媒 性 分 子 の 極 性 頭 部 に カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 で あ る リ シ ン 、 ヒ ス
チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン を 導 入 し 、 か つ 疎 水 部 の ア ル キ ル 鎖 長 を 3 種 類 変 化 さ せ
た 計 9 種 類 の カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 を 高 収 率 か つ 簡 便 に 合 成 し て い る 。
さ ら に こ れ ら の カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 が 形 成 す る 分 子 集 合 形 態 を 透 過 型
電 子 顕 微 鏡 観 察 か ら 詳 細 に 解 析 し て い る 。 そ の 結 果 、 集 合 体 形 態 は ア ル キ ル
 2
鎖 長 よ り も 、 極 性 頭 部 構 造 に 依 存 す る こ と を 明 ら か に し 、 ヒ ス チ ジ ン の 系 で
は リ ポ ソ ー ム 形 態 よ り も チ ュ ー ブ 構 造 が 得 ら れ る こ と を 見 出 し て い る 。 更 に
各 々 の 集 合 体 の 粒 子 径 や ゼ ー タ 電 位 、 相 転 移 温 度 な ど の 解 析 結 果 と 併 せ て 、
カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 の 構 造 並 び に そ れ ら の 分 子 集 合 特 性 が 記 述 さ れ て
お り 、 遺 伝 子 運 搬 を 目 的 と し た 分 子 集 合 体 の 基 礎 検 討 の 内 容 で あ る 。  
第 三 章 で は 、 第 二 章 で 調 製 し た カ チ オ ン 性 集 合 体 を 用 い て 遺 伝 子 運 搬 能 を
i n  v i t ro 評 価 し 、カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 の 非 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー と し て の 可
能 性 に つ い て 言 及 し て い る 。そ れ ぞ れ の カ チ オ ン 性 集 合 体 と プ ラ ス ミ ド D N A 
( p D N A )と の 複 合 体 を 調 製 し 、 そ の 複 合 体 の C O S - 7 細 胞 (ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル
腎 細 胞 ) に お け る 遺 伝 子 発 現 効 率 を 測 定 し た と こ ろ 、 1 , 5 - D i t e t r ad e c y l  
N - l y sy l - L - g l u t a ma t e  (Lys -Glu2C1 4 )及 び 1 , 5 - D i t e t r a d e cy l  N - a rg i n y l - L - g l u t a ma t e  
(Arg -Glu2C1 4 )が 最 も 遺 伝 子 発 現 効 率 が 高 く 、血 清 中 に お け る 発 現 効 率 は 市 販
の 遺 伝 子 導 入 試 薬 L i p o f e c t a mi n e T M 2 0 0 0 の 約 1 0 倍 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。
他 方 、ア ミ ノ 酸 型 脂 質 の 細 胞 傷 害 活 性 は 、L i p o f e c t a mi n e T M 2 0 0 0 と 比 較 し て 約
1 / 5 0 程 度 で あ っ た 。こ の こ と よ り 、カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 は 低 毒 性 で 高
発 現 な 遺 伝 子 導 入 試 薬 と し て 結 論 づ け ら れ 、 市 販 試 薬 の 性 能 を 大 幅 に 上 回 る
成 果 は 高 く 評 価 さ れ る 。  
第 四 章 は 、 カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 を 機 能 性 蛋 白 質 導 入 用 リ ポ ソ ー ム に
適 用 し た 内 容 で あ る 。機 能 性 蛋 白 質 と し て 遺 伝 子 組 換 え タ ン パ ク 質 D M C 1 を
採 用 し た 。 D M C 1 は 遺 伝 子 組 換 え を 補 助 す る 核 内 在 性 タ ン パ ク 質 で あ り 、 外
部 か ら の 積 極 的 な 細 胞 核 へ の 導 入 に よ り 異 常 遺 伝 子 の 修 復 頻 度 の 向 上 が 期 待
で き る 。 申 請 者 は こ れ を 1 , 5 - D i h ex a d e cy l  N - L - g l u t a ma t e  (Lys -Glu2C1 6 )を 含 む
カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム に 内 包 さ せ て 核 ま で の 細 胞 内 運 搬 を 試 み て い る 。
D M C 1 内 包 カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム を C O S - 1 細 胞 へ 添 加 し た 後 、ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 解 析 か ら 細 胞 核 分 画 に D M C 1 が 顕 著 に 局 在 す る こ と を 見 出 し て い る 。
こ れ は 、 市 販 の 蛋 白 質 導 入 試 薬 B i o P O RT E R で は 達 成 で き な い 極 め て 高 い 効
率 で あ り 、 本 カ チ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 か ら 成 る リ ポ ソ ー ム は 、 機 能 性 蛋 白
質 を 高 効 率 に 細 胞 内 に 導 入 す る 機 能 を 有 す る こ と ま で 確 認 で き て い る  
 第 五 章 で は 、 細 胞 内 の エ ン ド ソ ー ム 内 環 境 に 応 答 す る リ ポ ソ ー ム に つ い て
記 述 し て い る 。 脂 質 の 極 性 頭 部 に ア ミ ノ 基 と カ ル ボ キ シ ル 基 を 一 対 あ る い は
複 数 対 持 つ 両 イ オ ン 性 ア ミ ノ 酸 型 脂 質 を 6 種 類 合 成 し 、 両 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー
ム の p H 応 答 性 に 関 す る 評 価 結 果 を 述 べ て い る 。 極 性 頭 部 に グ ル タ ミ ン 酸 を
用 い た 1 , 5 - D i h e x a d e cy l  N - g l u t a my l - L - g l u t a m a t e  (GG ) や 1 , 5 - D i h e x a d e cy l  
N , N - d i g l u t a my l - l y sy l - L - g l u t a m a t e  (GGLG )で は 、p H の 低 下 に 伴 っ て ゼ ー タ 電 位
が マ イ ナ ス か ら プ ラ ス に 変 化 す る が 、 ゼ ー タ 電 位 が ゼ ロ と な る p H が 異 な っ
て い る こ と を 明 ら か に し て い る (GG : p H4 . 7 ,  GGLG : p H 5 . 7 )。 こ れ ら の p H 応 答
性 リ ポ ソ ー ム は 、 生 理 的 p H 7 . 4 で は 血 液 適 合 性 の 高 い 弱 ア ニ オ ン 性 リ ポ ソ ー
ム と し て 挙 動 し 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス で 細 胞 内 に 取 込 ま れ た 際 、 エ ン ド ソ ー
ム 内 p H で カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム へ と 変 化 す る 特 性 を 示 唆 さ れ た 。 ま た こ の
リ ポ ソ ー ム が エ ン ド ソ ー ム 膜 と の 融 合 が 期 待 で き る こ と を 、 生 体 モ デ ル 膜 と
の 融 合 度 が 増 大 す る 実 験 か ら 示 唆 で き て お り 、 細 胞 内 運 搬 が 期 待 で き る p H
応 答 性 リ ポ ソ ー ム の 構 築 が 達 成 で き た 内 容 と な っ て い る 。  
 第 六 章 は 、 第 五 章 で 構 築 し た p H 応 答 性 リ ポ ソ ー ム の 細 胞 内 で の 機 能 を i n  
v i t ro 評 価 か ら 明 ら か に し て い る 。 薬 物 モ デ ル と し て ド キ ソ ル ビ シ ン ( D O X )を
内 包 さ せ た GG あ る い は GGLG か ら 成 る リ ポ ソ ー ム を 調 製 し 、 H e L a 細 胞 (子
宮 頸 癌 細 胞 )に 添 加 し た 後 の D O X の 細 胞 内 動 態 を 共 焦 点 顕 微 鏡 に よ っ て 観 察
し て い る 。 非 p H 応 答 性 の D P P C リ ポ ソ ー ム と 比 較 し て 、 p H 応 答 性 の GG ま
た は GGLG リ ポ ソ ー ム で は 、 よ り 多 く の D O X が エ ン ド ソ ー ム 外 に 放 出 さ れ
て 細 胞 核 に 集 積 し て い た 。さ ら に GGLG リ ポ ソ ー ム で は 、よ り 高 い 細 胞 増 殖
抑 制 が 認 め ら れ た こ と か ら 、p H 応 答 性 リ ポ ソ ー ム が 予 想 通 り に 細 胞 内 で 機 能
し 、 細 胞 内 運 搬 を 向 上 さ せ る 新 し い 薬 物 運 搬 体 で あ る こ と を 実 証 で き た こ と
は 高 く 評 価 で き る 。  
 第 七 章 は 、p H 応 答 性 リ ポ ソ ー ム を 遺 伝 子 治 療 へ と 展 開 す る た め 遺 伝 子 運 搬
能 を 評 価 し た 内 容 で あ る 。GGLG リ ポ ソ ー ム に pD N A を 内 包 さ せ て 血 清 存 在
下 で H e L a 細 胞 に 添 加 す る と 、 従 来 の p H 応 答 性 リ ポ ソ ー ム (DO P E / C H E M S )
よ り も 約 5 倍 高 い 遺 伝 子 発 現 効 率 が 得 ら れ た 。 こ れ は GGLG の p H 応 答 性 に
よ り 細 胞 内 に お け る 遺 伝 子 運 搬 能 が 著 し く 高 く な っ た た め で あ り 、 エ ン ド ソ
ー ム か ら 遺 伝 子 を 脱 出 さ せ る p H 応 答 性 リ ポ ソ ー ム の 機 能 に よ り 、 高 い 遺 伝
子 発 現 効 率 を 達 成 で き た こ と は 特 筆 す べ き 成 果 と し て 認 め ら れ る 。  
 第 八 章 で は 、 異 な る 構 造 の ア ミ ノ 酸 型 脂 質 を 組 み 合 わ せ て 調 製 し た リ ポ ソ
ー ム を 、 細 胞 内 外 の 環 境 に 応 じ て 特 性 を 変 化 さ せ る 独 創 的 な ド ラ ッ グ デ リ バ
リ ー シ ス テ ム に 関 す る 将 来 展 望 を 述 べ て い る 。 次 世 代 型 の 運 搬 体 に つ い て も
言 及 し 、 テ ー ラ ー メ イ ド 医 療 を 実 現 す る た め の 運 搬 体 に 関 す る 申 請 者 の 新 し
い 提 案 も 含 ま れ て い る 。  
 以 上 、 本 論 文 は 、 イ オ ン 状 態 の 異 な る ア ミ ノ 酸 を 極 性 頭 部 と し た ア ミ ノ 酸
型 脂 質 か ら 成 る 分 子 集 合 体 の 特 性 を 巧 み に 利 用 し て 、 従 来 困 難 と さ れ て い た
遺 伝 子 や 蛋 白 質 の 細 胞 内 運 搬 の 効 率 を 格 段 に 高 め 、 運 搬 体 の 毒 性 を 大 幅 に 低
減 さ せ た 内 容 で あ り 、 遺 伝 子 や 酵 素 、 低 分 子 薬 剤 を 用 い る 現 代 の テ ー ラ ー メ
イ ド 治 療 に 貢 献 す る 基 盤 的 な 成 果 と し て 価 値 の あ る も の と 認 め ら れ る 。 ま た
多 機 能 な ア ミ ノ 酸 型 脂 質 ラ イ ブ ラ リ ー の 有 用 性 を 示 せ た 意 義 も 大 き い 。 よ っ
て 本 論 文 は 、 博 士 (工 学 )の 学 位 論 文 に 値 す る も の と 認 め る 。  
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